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摘要 :【 目 的] 研究 家 看 Bombyx mori £& Wi PAK ( 20-hydroxyecdysone, 20-E) 和 保 幼 激素 类 似 物 (juvenile hormone 
analogue, JHA ) 处 理 后 引起 吡 哆 醛 激 酶 (pyridoxal kinase, PLK ) I B$ Eg n n B A 4L S ( pyridoxine-5 '"- phosphate 
oxidase, PNPO) 的 转录 水 平 变 化 ,为 进一步 研究 激素 对 看 体 营养 代谢 等 工作 奠定 基础 。[ 方 法 以 20-E fll JHA 分 
别 喂 食 不 同 发 育 时 期 (5 龄 第 1, 3 和 5 天 ) 的 家 春 幼 虫 ,以 喂食 燕 饮水 的 家 看 为 对 照 ,采用 实时 荧光 定量 PCR (real- 
time quantitative PCR ) 方 法 在 处 理 后 24 和 48 h 对 各 组 幼虫 后 部 丝 腺 中 PLP 合成 酶 PLK 和 PNPO 的 转录 水 平 进行 
分 析 。[【 结果】5 龄 第 1 天 幼虫 经 20-E 人 处理 24 和 48 h 后 ,PLK 和 PNPO 的 转录 水 平 出 现 上 调 且 与 对 照 的 差异 达到 
极 显 著 (P «0.01) ;5 龄 第 3 天 幼虫 经 20-E 处 理 ,PLK 的 转录 水 平 在 48 h 出 现下 调 且 与 对 照 的 差异 达到 显著 (P < 
0.05) , PNPO 的 转录 水 平 在 24 和 48 h 均 出 现 上 调 且 与 对 照 的 差异 达到 极 显 著 (P «0.01) ;5 龄 第 5 天 幼虫 经 20-E 
处 理 后 PLK 和 PNPO 的 转录 水 平 无 变化 。5 龄 第 1 天 幼虫 经 JHA 处 理 后 PLK 和 PNPO 的 转录 水 平 未 受到 影响 ; 
5 龄 第 3 天 幼虫 经 JHA 处 理 后 ,PLK 的 转录 水 平 在 48 h 出 现 显 著 下 调 且 与 对 照 的 差异 达到 显著 (P <0. 05) ,PNPO 
的 转录 水 平 在 24 和 48 h 后 均 出 现 显 著 下 调 且 与 对 照 的 差异 达到 极 显 著 ( 忆 <0.05) ;5 龄 第 5 天 幼虫 经 JHA 处 理 
24 和 48 h 后 ,PLK 和 PNPO 的 转录 水 平 出 现下 调 且 与 对 照 的 差异 达到 极 显 著 (P<0.01)。【 结 论 ]20-E 和 JHA 显 
著 影 响 家 看 5 龄 幼虫 PLK 和 PNPO 的 转录 水 平 ,20-E 提高 5 龄 前 期 家 看 PLK 和 PNPO 的 转录 水 平 ,JHA 降低 5 龄 
后 期 它们 的 转录 水 平 ,为 深入 研究 激素 对 VB, 的 调控 奠定 基础 。 
关键 词 : KE; MARK; 保 幼 激素 类 似 物 ; 吡 哆 醛 激酶 ; 磷酸 吡 哆 醇 氧化 酶 ; 转录 水 了 
中 图 分 类 号 : Q966 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 0454-6296(2015 ) 12-1285-06 

Changes in the transcriptional levels of pyridoxal kinase and pyridoxine- 
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5'-phosphate oxidase post exogenous hormone treatment in the silkworm , 


Bombyx mori 

YANG Huan-Huan', YAO Li-Li', ZHANG Jian-Yun?^, HUANG Long-Quan"* (1. College of Tea & 
Food Science, Anhui Agricultural University, Hefei 230036, China; 2. College of Foreign Language, 
Anhui Agricultural University, Hefei 230036, China) 

Abstract: [ Aim] To further research the hormone regulation of nutrition metabolism, we analyzed the 
transcription levels of pyridoxal kinase ( PLK) and pyridoxine-5'-phosphate oxidase ( PNPO) of the 
silkworm, Bombyx mori, treated with 20-hydroxyecdysone (20-E) and juvenile hormone analogue 
(JHA). [Methods] The day-1, day-3 and day-5 5th instar larvae of B. mori were fed with 20-E or 
JHA , and those fed on distilled water were used as the control. We assayed the transcriptional levels of PLK 
and PNPO in silk glands of the treated larvae at 24 and 48 h post treatment by using real-time quantitative 
PCR. [Results] In the day-1 5th instar larvae treated with 20-E for 24 and 48 h, respectively, the 
transcriptional levels of PLK and PNPO significantly increased compared with the control (P «0.01). In 
the day-3 5th instar larvae treated by 20-E, the transcriptional level of PLK decreased compared with the 
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control at 48 h after treatment ( P < 0. 05), whereas the transcriptional level of PNPO significantly 
increased compared with the control at 24 and 48 h after treatment ( P «0.01). In the day-5 5th instar 
larvae treated with 20-E, the transcriptional levels of PLK and PNPO had no apparent change. In the 
day-1 5th instar larvae treated with JHA , the transcriptional levels of PLK and PNPO had no change; in 
the day-3 5th instar larvae treated. with. JHA, however, the transcriptional level of PLK decreased 
compared with the control at 48 h after treatment ( P «0. 05), and the transcriptional level of PNPO 
decreased compared with the control at 24 and 48 h after treatment ( P «0.01). In the day- 5th instar 
larvae treated with JHA for 24 and 48 h, respectively, the transcriptional levels of PLK and PNPO 
significantly decreased compared with the control ( P « 0. 01). [Conclusion] The transcriptional 
expression of PLK and PNPO is influenced by 20-E and JHA, 20-E promotes them in the early stage of 
the 5th instar larvae while JHA represses them in late stages of the 5th instar larvae. These results lay the 
foundation for further research on hormone regulation of VB,. 

Key words: Bombyx mori; 20-hydroxyecdysone; juvenile hormone analogue; pyridoxal kinase; 


pyridoxine-5 '-phosphate oxidase; transcriptional level 





保 幼 激素 (juvenile hormone, JH) z t Fé rts lg fil 
体 分 泌 的 一 种 半 昔 烯 类 物质 ,具有 维持 幼虫 形态 8] 
节 生 殖 代谢 等 功能 (Riddiford et al., 2010), "i Rz je 
素 (molting hormone, MH) 是 由 昆虫 脑 神经 细胞 分 泌 
的 促 前 胸腺 激素 (prothoracotropic hormone, PTTH) 
刺激 前 胸腺 而 分 泌 的 一 种 类 固 醇 激素 ,可 以 引发 昆 
虫 的 周期 性 旷 皮 和 变态 (Manglesdorf et al., 1995) ， 
在 昆虫 体内 主要 的 活性 方式 是 20-hydroxyecdysone 
(20-E) (Chang，1993 ) 。 在 昆虫 的 生长 过 程 中 ,J 
和 20-E 二 者 相互 作用 ,共同 调控 昆虫 的 生长 发 育 和 
变态 过 程 。 自 20 世纪 70 年 代 初 发 现 20-E 得 类 
似 物 (JHA) 处 理 家 看 Bombyx mori 具有 增 丝 效 果 后 ， 
开始 了 大 量 关 于 其 增 丝 机 理 的 研究 ,主要 是 从 家 看 
的 生长 发 育 、 氮 基 酸 代谢 、 丝 腺 的 蛋白 质 合 成 等 方面 
进行 的 (Ishikawa and Suzuki, 1985; Tripoulas and 
Samols, 1986; Hamada et al., 1987) ;从 20 世纪 90 年 
代 起 ,许多 人 研究 开始 报道 与 激素 信号 传导 相关 的 受 体 
基因 和 转录 因子 ,如 USP (Tzertzinis et al., 1994) EcR 
(Sekimoto et al., 2006) ,BR-C ( Ijiro et al., 2004) 等 。 

维生素 Bo ( VB.) 是 一 类 吡啶 化 合 物 的 总 称 , 包 
括 吡 哆 醇 (pyridoxine，PN )、 吡 哆 腕 (pyridoxine， 
PM) 和 吡 哆 酶 (pyridoxal，PL) 及 三 者 相应 的 磷酸 栈 
形式 磷酸 吡 哆 醇 (pyridoxine-$'-phosphate，PNP) $t 
酸 吡 哆 胺 (pyridoxine-5'-phosphate，PMP) #1 BERR ne 
哆 醛 (pyridoxal-$'-phosphate，PLP)。 其 中 PLP 是 
VB, 的 主要 辅酶 形式 ,参与 氨基 酸 的 各 种 代谢 反应 
(Kerry and Kewok, 1986; Salhany and Schopfer, 
1993). 在 PLP & BUSES rb, HEIDE RE QACRIE (pyridoxal 
kinase, PLK) 催化 PL 上 的 5' Xe TH AEBIBERA TL, Æ 
相应 的 磷酸 酯 形式 PLP (Zhao and Winkler, 1995) ; 





































































































磷酸 吡 哆 醇 氧 化 酶 (pyridoxine-5$'-phosphate oxidase, 
PNPO ) 在 黄 素 单 核 苷 酸 和 O, 的 存在 下 ,催化 PMP 和 
PNP 生成 PLP ( Salvo et al., 1998; McCormick and 
Chen, 1999), 

KR 5 龄 幼虫 由 于 短 时 间 内 大 量 合成 丝 和 蛋白 ， 
氨基 酸 代谢 旺盛 ,PLP 需要 量 增加 ,PLP 合成 酶 活跃 
表达 , 王 桂 花 (2012 ) 研 究 报 道家 盔 5 龄 幼虫 经 JHA 
或 MH 处 理 后 看 丝 量 增加 ,因此 激素 与 PLP 合成 酶 
PLK 和 PNPO 可 能 存在 一 定 的 关系 。 本 研究 采用 实 
时 荧光 定量 PCR 方法 ,测定 了 正常 饲养 条 件 下 和 激 
素 诱 导 下 PLK 和 PNPO 在 5 龄 幼虫 不 同时 期 的 转录 
水 平 ,通过 比较 转录 水 平 的 变化 ,分 析 PLK 和 PNPO 
在 激素 处 理 后 的 时 间 表 达 特 征 ,为 进一步 研究 激素 
对 家 和 蛋 PLP 以 及 VB, 的 代谢 调节 等 工作 黄 定 基础 。 
































1 材料 与 方法 


1.1 试剂 

20-E 溶液 由 日 照 三 德 科技 药 业 有 限 公司 赠送 ， 
主要 成 分 是 B-EK, KEJ 16.25 mg/mL, H 
蒸馏 水 稀释 至 10 ug/uL 备用 ;JHA 为 ZR512, 购 自 
江苏 兴 化 兽药 二 厂 , 用 吐 温 80: ZR512: 7596 酒精 : 28 
馏 水 =125:5: 60: 60 的 比例 (vv) 配 成 20 pg/pL， 
用 蒸馏 水 稀释 至 10 ug/uL 备用 ;EASYspin Plus 组 
织 RNA 快速 提取 试剂 盒 购 自 北 京 艾 德 莱 生 物 科 技 
有 限 公司 ;HIFISetipt cDNA 第 一 链 合成 试剂 盒 购 自 
北京 康 为 世纪 ;SYBRQ@ Premix Ex Taq "RAAI EH 
北京 全 氏 金 公司 。 
1.2 供 试 昆虫 及 取样 

家 看 品 种 为 大 造 ,由 安徽 农业 大 学 生命 科学 学 

































































12 } 杨 欢 欢 等 : 外 源 激素 处 理 后 家 每 吡 哆 醛 激酶 和 磷酸 吡 哆 醇 氧化 酶 转录 水 平 的 变化 1287 








院 备 艳 教授 赠送 ,饲育 条 件 :26 + UC ,相对 湿度 保持 
在 75% +5% , 光 周 期 12L:12D, 桑 叶 饲 养 。 选 择 5 
龄 第 1 天 发 育 一 至 的 家 看 幼虫 ,以 每 组 40 KREI 
成 3 组 ,对 照 组 每 头 家 和 看 喂食 蒸馏 水 2 pL,20-E 处 
理 组 和 JHA 处 理 组 每 头 家 和 蛋 分 别 喂食 2 kL 的 20-E 
和 JHA ;同样 方法 处 理 5 龄 第 3 天 和 第 5 天 幼虫 。 
激素 喂食 后 24 和 48 h 解剖 家 看 , 取 各 组 幼虫 的 后 
部 丝 逐 。 用 PBS 冲洗 后 放 于 -80% 冰箱 备用 。 
1.3 总 RNA 的 提取 及 cDNA 的 合成 

按照 EASYspin Plus 组 织 RNA 快速 提取 试剂 盒 
的 使 用 说 明 书 提取 家 看 5 龄 幼虫 各 组 丝 腺 总 RNA, 
用 1.0% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 RNA 完整 性 ,经 紫外 分 
光 光 度 计 测 定 RNA 的 纯度 和 浓度 。 按 照 HIFISctipt 
cDNA 第 一 链 合 成 试剂 的 操作 说 明 反 转录 合成 cDNA。 
1.4 引物 的 设计 与 合成 

根据 GenBank 中 已 发 表 的 家 春 PLK 的 cDNA 
序列 ( 登录 号 : NM_001043975. 1) , PNPO 的 cDNA 
序列 (登录 号 :NM_001043977.1) 及 Actin 3 的 cDNA 
序列 ( 登录 号 :AAC47446.1) ,用 Primer 5.0 软件 设计 
实验 所 用 引物 ( 表 1) ,委托 上 海 喘 骏 有 限 公司 合 成 。 


表 1 实时 荧光 定量 PCR 所 用 引物 

Table 1 Primers used for real-time quantitative PCR 
基因 引物 序列 (5' -3^) 
Gene Primer sequences 
F: GGTTACTCAAGATCGCCAGAT 
R: TTCGAATTGGTTTGGGGTC 
F: GTCTAGCTACAGTTTCACAGG 
R: TACTCTGCCCTCAATTCTC 
F 
R 











Pyridoxal kinase 





Pyridoxine-5' -phosphate oxidase 





; : ATGGGACAGAAGGACTCGTA 
Actin 3 


1.5 实时 荣光 定量 PCR ( real-time quantitative 
PCR) 

根据 SYBR® Premix Ex Taq™ 试剂 盒 说 明 书 来 
进行 RT-qPCR 实验 ,以 反 转 录 后 稀释 的 cDNA 为 模 
版 ,在 Bio-Rad IQ5 PCR 仪 上 进行 ,以 上 下 游 引 物 各 
0.8 uL,SYBR® Premix Ex Taq™ 10 pL, 模 板 0.8 
pL,ddH,0 补充 至 20 pL 为 反应 体系 ,采用 95Y% 预 
变性 3 min, 95% 变性 10 s,58% 退火 30 s,72% 延伸 
10 s,39 个 循环 为 反应 条 件 来 进行 实验 。 对 得 到 的 
实验 结果 ,采用 AC, 法 进行 分 析 。 以 Actin3 作为 参 
照 基因 ,所 有 样品 均 重 复 3 次 。 
1.6 数据 处 理 

数值 分 析 采 用 Microsoft Excel 软件 ,数值 表示 
为 平均 值 + 标准 差 , 人 处 理 组 和 对 照 组 之 间 的 差异 采 
用 + 上 检验 进行 比较 。 





2 结果 


2.1 20-E 处 理 后 家 乔 丝 腺 中 PLK 的 转录 水 平 
变化 

图 1 表示 5 龄 不 同 发 育 时 期 的 家 符 幼 虫 经 20- 
E 处 理 后 , 丝 腺 中 PLK 的 转录 水 平 变化 。 结 果 显 
示 , 5 龄 第 1 天 幼虫 经 20-E 处 理 24 和 48h 后 , 丝 腺 
中 PLK 的 转录 水 平 出 现 上 调 且 与 对 照 的 差异 极 显 
著 (P «0.01), 5 龄 第 3 天 幼虫 在 处 理 后 48 h, PLK 
的 转录 水 平 出 现下 调 且 与 对 照 的 差异 达到 显著 (P 
«0.05) ,而 5 龄 第 5 天 幼虫 的 PLK 的 转录 水 平 与 
对 照 间 并 没有 表现 出 差异 。 














: GACACGCAGCTCATTCTAGA 
Am 对 照 组 (喂食 蒸 饮 水 )Control B C 
(feeding distilled water) 
20 r m Jb EH Treatment 
处 理 组 Treatmen 30 15 NS 
xo 
f 15 xo 
HE 20 E 100 
xS 
"E = 10 M 
E 
E: 10 50 
E 5 NS 
0 1 1 0 L 1 0 [Bü 1 
24 48 24 48 24 48 


处 理 后 时 间 Time after treatment (h) 











Fig. 1 


图 1 家 看 5 龄 第 1(A),3(B) 和 5 天 (C) 幼 虫 经 20-E 处 理 后 丝 腺 中 PLK 的 转录 水 平 变化 
Changes in the transcription level of PLK in the silk glands of the day-1 (A), day-3 (B) and day-5 (C) 5th instar 


larvae of Bombyx mori after treatment with 20-E 








图 中 数值 为 平均 数 + 上 标准 差 ;对 照 组 和 处 理 组 之 间 的 差异 显著 性 采用 上 检验 进行 分 析 。Data in the figure are mean + SD, and the significances 


of differences between the treatment and control were tested by using 1 test. “0. 01<P<0. 05; * P «0. 01; NS; 无 显著 差异 No significant 


difference. 下 图 同 The same for the following figures. 
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2.2 20-E 处 理 后 家 蚕丝 腺 中 PNPO 的 转录 水 平 
变化 

20-E 处 理 S 龄 不 同 发 育 时 期 的 家 鼻 后 , 丝 腺 中 
PNPO 的 转录 水 平 变化 如 图 2 所 示 。 结 果 显 示 , 5 





龄 第 1 和 3 天 幼虫 经 20-E 处 理 24 和 48 h 后 , 丝 腺 
中 PNPO 的 转录 水 平 与 对 照 组 相 比 出 现 上 调 且 差 异 
极 显 著 (P<0.01)。5 龄 第 5 天 幼虫 经 20-E 处 理 
后 , 丝 腺 中 PNPO 的 转录 水 平 与 对 照 组 无 显著 差异 。 











A mX RHAIN) Control. B C 
(feeding distilled water) 
20 - B 处 理 组 Treatment 
T 40 100 
NS 
= xk 
ES 六 六 80 
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T & 10 20 $k NS 
* s 40 
E 
ES 
E 10 T 
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处 理 后 时 间 Time after treatment (h) 


图 2 24€ 55:8 1(A) , 3(B) 和 5 天 (C) 幼 虫 经 20-E 处 理 后 丝 腺 中 PNPO 的 转录 水 平 变化 
Fig. 2 Changes in transcription level of PNPO in the silk glands of the day-1 (A), day-3 (B) and day-5 (C) 5th 


instar larvae of Bombyx mori after treatment with 20-E 





2.3 JHA 4b ER EE f rb. PLK 的 转录 水 平 
变化 

图 3 为 不 同 发 育 时 期 的 家 乔 5 龄 幼虫 经 JHA 
处 理 后 , 丝 腺 中 PLK 的 转录 水 平 变化 。 结 果 显 示 ,5 
龄 第 1 天 幼虫 经 JHA 处 理 后 ,PLK 的 转录 水 平 与 对 
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照 组 相 比 均 无 显著 差异 。5 龄 第 3 天 幼虫 经 JHA 处 
理 后 48 h, PLK 基因 的 转录 水 平 出 现 显著 下 调 (P < 
0.05), 5 龄 第 5 天 幼虫 经 JHA 处 理 24 和 48 h 后 ， 
PLK 的 转录 水 平 出 现下 调 且 差异 极 显著 (已 < 
0.01), 
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图 3 家 看 5 龄 第 1(A),3(B) 和 5 天 (C) 幼 


虫 经 JHA 人 处 理 后 丝 腺 中 PLK 的 转录 水 平 变化 





Fig. 3 Changes in transcription level of PLK in the silk glands of the day-1 (A), day-3 (B) and day-5 (C) 5th 


instar larvae of Bombyx mori after treatment with JHA 


2.4 JHA 处 理 后 家 蚕丝 腺 中 PNPO 的 转录 水 平 变化 

不 同 发 育 时 期 的 家 看 5 龄 幼虫 经 JHA 处 理 后 ， 
丝 腺 中 PNPO 的 转录 水 平 变化 如 图 4 所 示 。 结 果 显 
示 ,5 龄 第 1 天 幼虫 经 JHA 处 理 后 , PNPO 的 转录 水 
平 无 显著 变化 ;5 龄 第 3 天 幼虫 经 JHA 处 理 24 和 48 
h 后 , PNPO 的 转录 水 平均 出 现 显 著 下 调 (P < 
0.05), 5 龄 第 5 天 幼虫 经 JHA 处 理 24 和 48 h 后 ， 
转录 水 平 与 对 照 组 相 比 均 出 现下 调 趋势 且 与 对 照 的 


差异 极 显著 (P<0.01)。 
3 讨论 


实时 诡 光 定量 PCR 具有 高 度 敏感 性 、 重 复 性 和 
特异 性 ,在 基因 的 定量 研究 中 广泛 应 用 ,非常 适用 于 
同一 组 织 的 转录 活性 测定 ,检测 数据 能 比较 直观 地 
显示 出 目标 基因 转录 的 mRNA 拷贝 数 ( 陈 旭 等 , 2010; 
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EKA JHA 处 理 后 丝 腺 中 PNPO 的 转录 水 平 变化 


Fig. 4 Changes in transcription level of PNPO in the silk glands of the day-1 (A), day-3 (B) and day-5 (C) 5th 


instar larvae of Bombyx mori after treatment with JHA 


苏 保 锦 等 , 2012 ) 。 本 研究 采用 实时 荧光 定量 PCR 
的 方法 检测 目标 基因 在 家 答 5 龄 幼虫 不 同 发 育 时 期 
经 激素 处 理 后 的 mRNA 转录 水 平 。 

本 研究 表明 ,家 看 5 龄 幼虫 经 外 源 20-E 2X JHA 
处 理 后 , 丝 腺 中 PLK 和 PNPO 的 转录 水 平 在 不 同时 
间 差 异 较 大 ,这 与 家 看 体内 激素 含量 有 关 , 也 与 PLK 
和 PNPO 的 转录 情况 有 关 , 因 此 在 不 同时 间 处 理 , 基 
因 对 外 源 激素 的 敏感 度 可 能 存在 差异 。PLK 和 
PNPO 经 20-E 处 理 后 转录 水 平 在 前 期 显著 上调 ,在 
后 期 无 明显 变化 ,因为 在 5 龄 幼虫 前 期 ,家 看 体 内 
20-E 滴 度 处 于 较 低 水 平 ( Muramatsu et al., 2008) , 
而 PLK 和 PNPO 的 转录 水 平 在 前 期 也 较 低 ,此 时 用 
20-E 处 理 , PLK 和 PNPO 的 变化 更 容易 表现 出 来 ， 
因此 转录 水 平 显著 提高 。 

5 龄 第 5 天 幼虫 经 JHA 处 理 后 48 h 即 5 龄 第 7 
天 ,是 家 看 大 量 分 泌 20-E 的 时 期 (Mizoguchi et al., 
2001; Gelman et al., 2007 ) ， 此 时 PLK 和 PNPO 的 
表达 量 出 现 极 显著 的 下 调 ; Gu 等 (1997 ) 研究 表明 ， 
在 5 龄 末期 给 予 家 看 JHA 处 理 ,能 抑制 PITH 的 分 
泌 , 进 而 降低 20-E 的 含量 ,因此 PLK 和 PNPO 的 转 
录 水 平 下 调 很 可 能 与 JHA 抑制 了 20-E 的 表达 有 
关 。5 龄 前 、 中 期 家 看 幼虫 经 JHA 处 理 后 , PLK 和 
PNPO 的 转录 水 平 不 变 或 下 调 , 但 前 人 报道 5 e HU 
中 期 家 大 幼虫 经 JHA 人 处理 后 看 丝 量 增加 ,可 能 因为 
JHA 处 理 后 , 丝 腺 细胞 的 蛋白 质 合 成 在 一 段 时 间 内 
受到 抑制 ,到 了 后 期 才 转 为 促进 蛋白 质 合成 。 

本 研究 通过 实时 获 光 定量 PCR 方法 证 实 了 20- 
E 提高 家 午 5 龄 幼虫 PLK 和 PNPO 的 转录 水 平 ,而 
JHA 降低 它们 的 转录 水 平 ,为 深入 人 研究 激素 对 家 看 
PLP 及 VB, 的 代谢 调控 奠定 基础 。 
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